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S›¤›r Vebas› Virüsü Rekombinant Hemaglutinin Proteininin Enzim
‹mmunoassayda Kullan›m›
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Özet: Bu çal›flmada, Staphylococcus aureus’un protein A bölgesiyle füzyon edilmifl flekilde Escherichia coli’de aç›klat›lan ve IgG affiniti
kromatografisiyle saflaflt›r›lan s›¤›r vebas› virüsünün (rinderpest virus; RPV) rekombinant hemaglutinin (rH) proteininin enzim
immunoassayda (EIA) kullan›m› araflt›r›l›flt›r. Bu amaçla, rH proteininin N’-ucunda bulunan protein A’ya özgül olmayan IgG
ba¤lanmalar›n› engellemek için, rH ba¤l› EIA kaplar› önce insan serumuyla bloklanm›flt›r. Daha sonra, rH proteini ve RPV antijeni ba¤l›
EIA kaplar›nda deneysel immunize fare serumlar›na ait absorbans de¤erleri k›yaslanm›flt›r. Çal›flman›n sonuçlar›, çal›flmam›zda rapor
edilen yöntemin stafilokokal protein A bölgesine sahip rH proteininin immunolojik deneylerde güvenilir bir flekilde kullan›lma imkan›
sa¤land›¤›n› göstermifltir.
Anahtar Sözcükler: S›¤›r vebas› virüsü, rekombinant hemaglutinin proteini, enzim immunoassay

The Use of Recombinant Hemagglutinine Protein of Rinderpest
Virus in Enzyme Immunoassay
Abstract: In this study, Rinderpest virus (RPV) recombinant hemagglutinine protein (rH) fused with protein A region of
Staphylococcus aureus was expressed in Escherichia coli and purified by IgG affinity chromatography. rH protein was also used to
establish enzyme immunoassay. Therefore, to prevent IgG binding to the protein A the wells coated with the rH proteins were
blocked by human serum. Afterwards, RPV antigens were added to the wells to evaluate this assay. To this end, serum from mice
immunized with RPV was used for EIA. Our data indicated that the rH protein fused with protein A of Staphylococcus aureus can
be reliably used for enzyme immunoassays.
Key Words: Rinderpest virus, recombinant hemagglutinine protein, enzyme immunoassay

Girifl
S›¤›r vebas› hastal›¤›, ülkemizde uzun y›llard›r devam
ettirilen etkin savafl›m›n sonucunda eradike edilmifl
olmakla birilikte, baz› Asya ve Afrika ülkelerinde
eradikasyonu baflar›lamad›¤› için, ülkemiz hayvanc›l›¤› için
potansiyel tehdit oluflturmaktad›r (1). Ancak, ülkemizde
bu virüsle yap›lan çal›flmalar nispeten s›n›rl› kalmaktad›r.
S›¤›r vebas› virüsünün (RPV) baz› proteinleri de¤iflik
laboratuvarlarca klonlanm›fl ve aç›klanm›flt›r (2,3). Daha
önceki çal›flmalar›m›zda, virüsün infekte edece¤i hücreye
ba¤lanma s›ras›nda kulland›¤› ve en önemli antijenik
proteini olan hemaglutinin (H) proteininin klonlanmas› ve
Escherichia coli’de aç›klanmas› gerçeklefltirilmifltir (4). Bu
proteinle ve proteini ökaryotik sistemlerde aç›klama

kapasitesine sahip plazmidlerle yap›lan immunizasyon
çal›flmalar› devam etmektedir. Elde edilen protein, affinite
kromotografisinde saflaflt›rmay› kolaylaflt›rmak amac›yla,
Staphylococcus aureus’un protein A bölgesiyle füzyon
edilmifl flekilde aç›klanm›flt›r. Dolay›s›yla, mevcut formuyla
bu protein, insan, fare, rat ve s›¤›r gibi baz› türlerin IgG
izotipi antikorlar›na ba¤lanma özelli¤i tafl›maktad›r ve bu
antikorlar› üzerinde tafl›yan kolon kromotografisi
ortam›nda kolayl›kla saflaflt›r›labilmektedir. Bu özelli¤in
dezavantaj› ise, saflaflt›r›lma sonunda elde edilen bu
proteinin EIA ve immunoblot gibi deneylerde kullan›lmas›
durumunda, bu deneylerde kullan›lan birincil ve ikinci
antikorlar›n bu proteine özgül olmayan bir flekilde
ba¤lanmalar›d›r
(5).
Bu
durum
sonuçlar›n
de¤erlendirilmesini zorlaflt›rmaktad›r. Örne¤in, H
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proteinine özgül antikor içermeyen serum örnekleri de
pozitif sonuç üretmektedir. Ayr›ca, deneylerde
görüntüleme aflamas›nda kullan›lan etiketli antikorlar
özgül olarak birincil antikorlara ba¤lanmak yerine kat›
fazda bulunan ve üzerinde IgG ba¤lanma bölgesini
bulunduran rekombinant H proteinine ba¤lanmaktad›r.
‹nsan IgG’sinin stafilokokal protein A’ya yüksek
ba¤lanma özelli¤ine sahip oldu¤u bilinmektedir (6). Bu
nedenle, Staphylococcus aureus’un protein A bölgesine
sahip rekombinant proteininin teflhis amaçl› kullan›m› ile
ilgili yukar›da bahsedilen problemi aflmak için, bu
çal›flmada EIA’da insan serumu kullan›lm›flt›r.
Bu çal›flmada Staphylococcus aureus’un protein A
bölgesiyle füzyon edilmifl flekilde E. coli’de aç›klat›lan ve
IgG affiniti kromatografisiyle saflaflt›r›lan s›¤›r vebas›
virüsünün rekombinant hemaglutinin (rH) proteininin
enzim EIA kullan›m› amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metot

Rekombinant Hemaglutinin Proteininin Üretilmesi:
S›¤›r vebas› virüsünün H genini bulunduran rekombinant
pEZZ 18 vektörüyle (pRPVH4) transforme edilen E. coli
hücrelerinde N’-ucunda Staphylococcus aureus’un protein
A IgG ba¤lanma bölgesini tafl›yan H proteininin
aç›klat›lmas› daha önce belirtildi¤i gibi gerçeklefltirildi (4).
Rekombinant H (rH) proteininin affinite saflaflt›rmas›
için IgG ba¤l› sefaroz boncuklar› (IgG Sepharose, 6 Fast
Flow, Pharmacia, Upsala, ‹sveç) kullan›ld›. Elde edilen H
proteini % 10’luk sodyum dodesil sülfat-poliakrilamid jel
elektroforezinde (SDS-PAGE) göç ettirildi ve Coomassie
Brilliant mavisiyle boyamas›yla görüntülendi (4).

Test Serumlar›: Bu çal›flmada, RPV ve saflaflt›r›lm›fl rH
proteini ile immunize edilen fare serumlar› kullan›ld›. S›¤›r
vebas› virüsü, RBOK afl› sufluyla infekte edilmifl Vero
hücrelerinden infeksiyonun 4. gününde al›nan kültür üst
s›v›lar›ndan elde edildi ve k›smen saflaflt›r›ld› (7). K›smen
saflaflt›r›lm›fl virüs ve affinite saflaflt›r›lm›fl rH protein
preparatlar›n›n protein konsantrasyonlar› Bradford
yöntemiyle tayin edildi (4). Affinite saflaflt›r›lm›fl H
proteini ve k›smen saflaflt›r›lm›fl RPV ile immunizasyonlar
(100 µg protein/fare, 100 µl volümde), 10’ar adet 6-8
haftal›k difli Balb/c farelerine intraperitonal yolla yap›ld› ve
immunizasyonlar 15 gün aral›klarla 3 kez tekrarland›.
Son immunizasyondan 7 gün sonra, farelerden kan
al›narak serumlar ç›kart›ld› ve kullan›l›ncaya kadar – 20
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°C’de sakland›. Negatif test serumlar› ayn› immunizasyon
flemas› kullan›larak 0,1 M fosfatla tamponlanm›fl
fizyolojik tuzlu su (PBS, pH 7,2) ile immunize edilen 5
fareden elde edildi (8).
Poliklonanal antikorlara k›yasla özgüllü¤ünün yüksek
olmas› nedeniyle, H proteinine özgül bir monoklonal
antikor (Mak) da pozitif kontrol olarak kullan›ld›.

Enzim ‹mmunoassay: Çal›flmada 96 kuyulu EIA kaplar›
(Costar, Corning Co., NY. A.B.D.) affinite saflaflt›r›lm›fl rH
veya EIA için uygun RPV antijeni (Hayvan Sa¤l›¤›
Enstitüsü, Pirbright, UK) ile kapland›. Bu amaçla her
kuyucu¤a 50 µg/ml konsantrasyonda suland›r›lm›fl rH
proteini veya viral protein içeren karbonat solüsyonu
(0,05 M karbonat/bikarbonat pH 9,6) eklendi.
Antijenlerin kuyucuklara ba¤lanmas› için, EIA kaplar› 4
°C’de bir gece bekletildi. Saflaflt›r›lm›fl RPV antijenleriyle
kapl› kuyucuklara 50 µl % 5 ya¤s›z süt tozu içeren PBS,
rH proteini ba¤l› kuyucuklara ise önce % 5 insan serumu
ve daha sonra % 5 ya¤s›z süt tozu içeren PBS eklenerek
37 °C’de birer saat inkube edildi. Bloklamalar› takiben,
kuyucuklara 50 µl 1/200 suland›r›lan fare test serumlar›
eklendi. Anti-H Mak ile test edilen kuyucuklara 1/2
oran›nda suland›r›lan Mak üst s›v›s› b›rak›ld›. ‹nsan
serumu eklenen ve eklenmeyen rH ba¤l› kaplar›n baz›
kuyucuklar›na ise, test serumlar› konmadan do¤rudan
etiketli antikorlar (peroksidaz ile iflaretli tavflan anti-fare
IgG, SIGMA Chemical Co., St Louis, MO., A.B.D) ilave
edildi. Bu aflamadan sonraki ad›mlar daha önce belirtildi¤i
flekliyle gerçeklefltirildi (8). Kuyucuklardaki reaksiyonlar
spektrofotometrede 450 nm dalga boyunda optik dansite
(OD) de¤eri olarak tespit edildi. Her örnek 2 ayr›
kuyucukta test edilerek, her örnek için ortalama OD
belirlendi.
Bulgular
Affinite saflaflt›r›lm›fl rH proteini ve RPV antijeni ba¤l›
EIA kaplar›nda test edilen fare serumlar›na ve anti-H Mak
ait ortalama absorbans de¤erleri Tablo 1’de
gösterilmifltir. Buna göre, insan serumuyla bloklama
yap›lmayan rH proteini ba¤l› kuyucuklar›n tümünde
benzer absorbans de¤erleri oluflmufltur. Ayn› kuyucuklara
primer serumlar (fare test serumlar›) eklenmeden
yaln›zca sekonder serum (peroksidaz ile iflaretli tavflan
anti-fare IgG) eklenmesi halinde de yüksek OD de¤erleri
tespit edilmifltir. Bu sonuçlar, antijene özgül ba¤lanma
olmaks›z›n, fare IgG’sinin ve sekonder serumdaki
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Tablo 1.

Enzim Immunoassay sonuçlar›. *Affinite saflaflt›r›lm›fl rH proteini kapl›, insan serumuyla bloklanmam›fl (I) ve bloklanm›fl (II) EIA kaplar› ile
RPV antijeni ba¤l› (III) EIA kaplar›nda teste edilen fare serumlar› ve anti-H Mak ait ortalama absorbans de¤erleri.
RPV imm. Fare

rH imm. fare

PBS imm. fare

Mak

Sekonder antikor

I*

0,87 ± 0,045

1,15 ± 0,070

0,76 ± 0,035

1,3 ± 0,050

0,65

II*

0,97 ± 0,060

1,23 ± 0,080

0,12 ± 0,040

1,35 ± 0,030

0,0

III

1,45 ± 0,120

0,78 ± 0,085

0,08 ± 0,030

0,95 ± 0,030

0,05

IgG’lerin protein A’ya ba¤land›¤›n› göstermektedir. ‹nsan
serumuyla bloklamadan sonra yap›lan testte ise negatif
fare serumlar› (PBS immun) 0,120 ± 0,040 ortalama OD
de¤eri verirken, virüsle immun fare serumlar› 0,970 ±
0,060, rH proteini ile ba¤›fl›klanm›fl fare serumlar› 1,230
± 0,080 ve anti-H Mak ise 1,570 ± 0,030 absorbans
de¤erleri vermifltir.
Çal›flmada ayr›ca, rH proteini ile elde edilen
sonuçlar›n›n k›yaslanmas› için pozitif kat› faz antijeni
olarak RPV antijeni kullan›lm›flt›r. Bu antijenle ba¤lanan
kuyucuklarda test edilen serumlara ait OD de¤erler de
tabloda gösterilmifltir. Bu kuyucuklarda test edilen negatif
serum örneklerinin ortalama 0,080 ± 0,030, RPV ile
ba¤›fl›k fare serumlar›n›n ortalama 1,450 ± 0,120, rH ile
ba¤›fl›klanm›fl fare serumlar›n›n ortalama 0,780 ± 0,085
ve Mak’un ise ortalama 0,965 OD ile tespit edilen tepkime
verdikleri gözlenmifltir.

Tart›flma
Bu çal›flman›n sonuçlar›, insan serumu kullan›larak, rH
proteini üzerindeki IgG ba¤lanma bölgelerinin
kaplanabilece¤ini ve böylelikle füzyon proteini fleklinde
üretilen rekombinant proteinin EIA’da kullan›labilir hale
gelece¤ini göstermektedir. Söz konusu probleme en ideal
çözüm, rekombinant proteinlerin do¤al flekillerine
olabildi¤ince yak›n bir biçimde üretilmeleridir (9,10). S›¤›r
vebas› H proteini için bunun anlam›, proteinin füzyon
proteini olarak de¤il, virionda bulundu¤u flekliyle
üretilmesidir. Ancak, do¤al flekliyle üretilen proteinin say›
ve miktar olarak daha fazla olan bakteriyel proteinlerden
ayr›flt›r›lmas› gerekmektedir. Bu durumda, IgG ba¤lanma
bölgesinin sa¤lad›¤› avantajdan yararlanma zorunlulu¤u
böyle bir klonlama metodunun seçilmesine yol açm›flt›r.
Hemaglutinin proteinine özgü MAk’lar›n kullan›ld›¤› bir
affinite kromotografi dizayn›, bu problemin afl›lmas›n›
sa¤layabilir. Bu yöndeki çal›flmalar›m›z devam etmektedir.
Bu tür bir kromotografinin kullan›lmas› durumunda, H

füzyon proteini fleklinde de¤il, do¤al H flekliyle aç›klan›p,
saflaflt›r›labilecektir. Histidin ba¤lanma protein gibi IgG
ba¤lanma bölgesinin benzerleri, klonlama çal›flmalar›nda
kullan›la gelmifltir (10,11). Bu ligantlara eklenen
rekombinant proteinlerin tek ad›mda saflaflt›r›lmas›
imkan›, araflt›rmac›lar için pratik ve kolay bir metot
olmas› itibariyle tercih edilmifltir. Bu yöntemlerin
dezavantajlar› ise meydana gelebilecek komformasyonal
de¤ifliklikler ve eklenen k›s›mlar›n daha sonraki kullan›m
aflamas›nda proteinlerin ifllevlerine müdahil olmas›d›r.
Rekombinant proteinlerin özellikle antijenitelerine olan
etkiler önemli kabul edilmektedir. Daha önceki
çal›flmalarda, Staphylococcus aureus protein A IgG
ba¤lanma bölgesinin, rekombinant proteinlerin
antijenitesini etkilemedi¤i gösterilmifltir (5,12). Bizim
çal›flmalar›m›zda da üretilen rH proteinin RPV virionlar›
taraf›ndan üretilen antikorlar ile tepkimeye girdi¤i
gösterilmifltir. Bu sonuçlar, baz› epitoplar›n de¤iflmifl
olabilece¤i veya yeni epitoplar›n ortaya ç›km›fl olabilece¤i
ihtimalini ortadan kald›rmamaktad›r. Buna ra¤men, do¤al
antijenik epitoplar›n en az›ndan baz›lar›n›n korundu¤u
söylenebilir. Çal›flmam›zda üretilen rH proteini bakteriyel
kaynakl› olmas› dolay›s›yla glikozillenmemifl olarak kabul
edilmektedir. Bu proteinin ayr›ca hemaglutine edici ifllevi
de beklenmemektedir. Çünkü hemaglutinasyon virion
üzerinde uygun biçimde glikozillenmifl ve trimer halindaki
H proteininin bir ifllevi olarak tan›mlanmaktad›r (13,14).
Bu çal›flmada, test serumu olarak, s›¤›r serumu yerine
deneysel immun fare serumlar›n›n kullan›lmas›n›n nedeni,
ülkemizde 1999’dan beri s›¤›r vebas› afl›lamas›
yap›lmamas›d›r. Bu nedenle, mevcut EIA sisteminin
s›¤›rlarda afl› etkinli¤inin tespiti amac›yla kullan›m›
gerçeklefltirilememifltir. Bu amaca yönelik olarak,
s›¤›rlarda deneysel afl›lama çal›flmalar› ve afl› etkinliklerinin
mevcut rekombinant antijenlerle tespiti do¤rultusunda
çal›flmalar devam ettirilmektedir.
Sonuç olarak, çal›flmam›zda rapor edilen yöntemle,
RPV H proteininin immunolojik deneylerde güvenilir bir

251

S›¤›r Vebas› Virüsü Rekombinant Hemaglutinin Proteininin Enzim ‹mmunoassayda Kullan›m›

flekilde kullan›lma imkan› sa¤lanm›flt›r. Benzer problemle
karfl›lafl›lan test kurgular›nda da kullan›labilir bir yöntem
olmas› nedeniyle, sonuçlar rapor edilmifltir.
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